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(57) Abstract 

The invention concerns a novel method for treating motor neuron diseases and particularly amyotrophic lateral sclerosis. It consists 
more particularly in the systemic administration of expression systems of neurotrophic factors. 

(57) Abrege 

La pr^sente demande conceme une nouvelle m6thode pour le traitement de maladies motoneurales et en particulier de la sclerose laterale 
amyotrophique. Elle repose plus particulierement sur l'administration syst6mique de systemes d'expression de facteurs neurotrophiques. 
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METHODE DE TRAITEMENT DE LA SCLEROSE LATERALE 

AMYOTROPHIOUE 



La presente invention concerne une nouvelle methode pour le traitement de 
maladies motoneurales et en particulier de la sclerose laterale amyotrophique. Elle 
5 concerne egalement des vecteurs et des compositions pharmaceutiques permettant 
l'expression prolongee de facteurs therapeutiques, utilisables pour le traitement de la 
SLA. Plus precisement, la presente invention concerne le traitement de la SLA par 
administration systemique de genes therapeutiques. 

La sclerose laterale amyotrophique (SLA), aussi connuc sous le nom de 
10 maladie de Charcot et maladie de Lou Gehrig a ete decrite pour la premiere fois par 
Charcot en 1865. La SLA est une maladie mortelle resultant de la degenerescence des 
motoneurones et des voies corticospinales. Avec une incidence actuellement de 
2,5/100 000 et en constante augmentation, une prevalance de 6-10/100 000, la SLA 
affecte 90 000 personnes dans les pays developpes, pour la plupart des adultes encore 
15 jeunes (entre 50 et 60 ans). La maladie s'accompagne d'une paralysie progressive, 
conduisant a la perte totale des fonctions motrices et respiratoires puis a la mort dans 
un delai de deux a huit ans apres l'apparition des premiers symptomes (trois ans en 
moyenne). 

5 % des cas de SLA sont d'origine familiale et 95 % des cas sont sporadiques. 

20 L'origine physiopathologique des formes sporadiques de SLA demeure inconnue. 
Plusieurs hypotheses ont ete proposees. La degenerescence motoneuronale pourrait 
resulter d'une alteration du metabolisme du glutamate conduisant a une augmentation 
des concentrations de cet acide amine excitateur dans le cortex moteur et la moelle 
epiniere (hypothese "excitotoxique", revue dans Rothstein, 1995). La possibility 

25 d'une composante autoimmune a egalement ete invoquee sur la base de la presence 
d'auto-anticorps contre les canaux calciques sensibles au voltage chez certains 
patients (revue dans Appel et coll., 1995). L'implication de facteurs 
environnementaux tels l'exposition a certains virus (revue dans Gastaut, 1995), ou a 
1'aluminium (Yase, 1984) est egalement possible. 
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Les etudes portant sur les formes herednaires de SLA ont perm is de montrcr 
que des mutations ponctuelles dans le gene de la superoxyde dismutase a cuivre et 
zinc, localisee sur le chromosome 21q22-L sont responsables de la pathologic dans 
20% des formes familiales (Rosen et coll., 1993, revue dans Rowland, 1995). Ces 
5 mutations ne provoquent pas dc diminution de l'activite dismutase de la SOD (revue 
dans Rowland, 1995). Les enzymes mutees produisent des radicaux hydroxyl 
potentiellement cytotoxiques qui ne sont pas produits par la SOD sauvage (Vim et 
coll., 1996). L'etude approfondie de l'effet fonctionnel des mutations sur l'activite 
enzymatique de la SOD et sur la viabilite cellulaire devrait permettre a terme de 
10 comprendre la physiopathologie des formes familiales de SLA, ct par extension 
d'eclairer la physiopathologie de l'ensemble des formes de SLA. 

Des travaux portant sur les facteurs susceptibles d'influencer la survie des 
motoneurones ont perm is de mettre en evidence un role neuroprotecteur potentiel de 
plusieurs facteurs neurotrophiques (revue dans Windebank. 1995; Henderson, 1995). 

15 Amsi, des effets de protection motoneuronale in vitro ont etc observes avec 
notamment le BDNF (Oppenheim et coll., 1992, Van et coll., 1992, Sendtner et coll.. 
1992. Henderson et coll., 1993, Vcjsada et coll.. 1995), le NT-3 (Henderson et coll., 
1993), le GDNF (Henderson et coll.. 1994, Oppenheim et coll.. 1995). trois 
cytokines, le CNTF, le LIF (revue dans Henderson, 1995) et la cardiotrophine- 1 

20 ('Pennica et coll., 1996), avec l'IGF-l (Lewis et coll.. 1993) et des membres de la 
famille des FGFs (Hughes et coll.. 1993 ). L'ensemble de ces donnees suggere que les 
facteurs neurotrophiques cites renforcent la survie des motoneurones dans diverses 
conditions experimentales. Toutefois l'utilisation de facteurs neurotrophiques dans 
des modeles animaux de SLA ou en clinique humaine n'a pas donne jusqu'a present 

25 de resultats probant. Cette utilisation n'a jamais demontre d'effct therapeutique et s'est 
toujours accompagnee d'effets secondaires indesirables tels que perte de poids, 
inflammation, fievre. etc, qui limitent l'mteret des facteurs trophiques dans le 
traitement de la SLA et ont conduit a l'interruption prematuree des premiers essais 
cliniques SLA-CNTF par Regeneron (administration systemique) (Barinaga et al., 

30 1994). II n'a done pas ete possible jusqu'a present ni de confirmer l'mteret des 
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facteurs neurotrophiques pour le tranement de la SLA. ni d'expioiter leurs propnetes 
pour une evenruelle approche therapeutique. 

De ce fait, il n'existe a l'heure actuelle aucun moyen permettant de guerir la 
SLA et tres peu de medicaments ayant un effet therapeutique. Le Rilutek : ^ consume 
5 le seul traitement disponible aujourd'hui. L'administration de riluzole (Rilutek®) 
permet de ralentir la progression de la maladie. mais il n'a pas ete demontre d'effet 
therapeutique sur la fonction moteur. Par ailleurs, des essais cliniques bases sur 
l'administration de CNTF ont ete interrompus prematurement, faute de resultats 
(Barinaga et aL 1994). II existe done aujourd'hui un besom reel et important de 
10 disposer d'une methode permettant de traiter les troubles des motoneurones. et en 
paniculier la SLA. 

La presente invention a notamment pour objectif de proposer une approche 
nouvelle pour le traitement des pathologies des motoneurones. telles que la SLA. 
basee sur la therapie genique. Plus particulierement, la presente invention decrit des 
15 systemes vecteurs permettant de promouvoir directement la survie des neurones 
moteurs impliques dans ces pathologies, par 1'expression efficace et prolongee de 
certains facteurs trophiques. 

Un premier aspeci de 1'invention concerne une methode de traitement de la 
SLA comprenant l'administration systemique d'un acide nucleique codant pour un 

20 facteur neurotrophique. Un autre aspect de 1'invention conceme l'utilisation d'un 
acide nucleique codant pour un facteur neurotrophique pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement de la SLA. Un autre aspect de 
Tinvention reside dans la construction de vecteurs particuliers, permettant 
1'expression de quantites therapeutiquement effectives vis-a-vis de la SLA de facteurs 

25 trophiques. Un autre aspect de 1'invention concerne l'administration de systemes 
d'expression permettant la production d'un ou plusieurs facteurs trophiques. ainsi que 
des compositions pharmaceutiques comprenant lesdits systemes d'expression. Elle 
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concerne cgalement la creation de nouveaux \ ecteurs permettant la co-expression de 
facteurs trophiqucs in vivo. 

La presente invention concemc done plus precisement une nouvelle methode 
de traitcment de la SLA basee sur fexpression continue in vivo de facteurs 
5 trophiques. 

La presente invention montre maintenant qu'il est possible d'obtenir in vivo 
un effet therapeutique particulierement prononce par production in vivo de facteurs 
neurotrophiques. La demanderesse a notamment montre que ['injection in vivo de 
systemes d'expression de facteurs neurotrophiques, par la voie systemique. permettait 

10 d'obtenir une production continue de facteur therapeutique. et que cette production 
etait suffisante pour obtenir un benefice therapeutique dans les pathologies 
motoneuronales, en paniculier la SLA. Ainsi. la demanderesse a montre que 
1'administration systemique de ces systemes d'expression conduisait a une 
augmentation tres significative de la duree de vie, accompagnee d'une amelioration 

15 de la reponse evoquee motnee telle que determinee par electromyographic. Les 
resultats decrits demontrent que cette voie d'administration permet d'obtenir une 
biodisponibilite appropriee des facteurs neurotrophiques. sans effet de toxicite. Cette 
approche therapeutique permet done de produire des quantites therapeutiquement 
actives de molecules, tout en restant en de^a du seuil de toxicite de ces molecules. 

20 Ainsi. alors qu'une proteine de la taille d'un facteur neurotrophique, administree de 
manicre systemique, ne penetre lc systeme nerveux qu'avec une faible efficacite en 
raison de l'existence de la barriere hemato-encephalique, la methode de l'invention 
permet d'obtenir, de fa^on inattendue, un effet therapeutique important. Par ailleurs, 
la methode de l'invention permet d'utiliscr des doses de facteurs therapeutiques qui 

25 sont en de^a du seuil dc toxicite, et n'induisent pas d'effets secondaires. 

Un premier objet de l'invention reside done dans un procede de traitement de 
la SLA comprenant 1'administration, par voie systemique, d'un systeme d'expression 
dun facteur neurotrophique. Un autre objet de l'invention reside egalement dans 
l'utilisation d'un systeme d'expression d'un facteur neurotrophique pour la preparation 
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d'une composition pharmaceuuque destinee au traitement dc la SLA, par 
administration par voie systemique. L'invention conccrne egalcment une methode 
pour prolonger la duree dc vie dc mammiferes atteints dc la SLA comprenant 
radministration, par voie systemique, d'un systcme d'expression d'un facteur 
5 neurotrophique. 

Au sens de l'invention, le termc "systcme d'expression" designe toute 
construction permettant l'expression in vivo d'un acide nucleique codant pour un 
facteur neurotrophique. Avantageusement, le systeme d'expression comprend un 
acide nucleique codant pour un facteur neurotrophique sous le controle d'un 

10 promoteur transcriptionnel (cassette d'expression). Cet acide nucleique peut etre un 
ADN ou un ARN. S'agissant d'un ADN, on peut utiliser un ADNc, un ADNg ou un 
ADN hybride. e'est-a-dire un ADN contenant un ou plusieurs introns de l'ADNg. 
mais pas tous. L'ADN peut egalement etre un synthetique ou semi-synthetique, et en 
particulier un ADN synthetise artificiellement pour optimiser les codons ou creer des 

1 5 formes reduites. 

Le promoteur transcriptionnel peut etre tout promoteur fonctionnel dans une 
cellule mammifere, de preference humaine. II peut s'agir de la region promotrice 
naturellemcnt responsable de l'expression du facteur neurotrophique considere 
lorsque celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule ou 1'organismc 

20 concernes. II peut egalcment s'agir dc regions d'origine differentc (responsables de 
l'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de 
regions promotnees de genes eucaryotcs ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 
regions promotrices issues du genome de la cellule cible. Parmi les promoteurs 
eucaryotes, on peut utiliser tout promoteur ou sequence derivee stimulant ou 

25 reprimant la transcription d'un gene de fagon specifique ou non, inductible ou non, 
forte ou faible. II peut s'agir en particulier de promoteurs ubiquitaires (promoteur des 
genes HPRT, PGK, a-actine, tubuline, etc), dc promoteurs des filaments 
intermediates (promoteur des genes GFAP, desminc, vimentine, neurofilaments, 
kcratine, etc), de promoteurs de genes therapeutiques (par exemple le promoteur des 
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genes MDR. CFTR, Facteur VIII. ApoAJ. etc), de promoteurs specifiques de ussus 
(promoteur du gene pyruvate kinase, villine, proteine mtestmale de liaison des acides 
eras, a-actine du muscle lisse, etc) ou encore de promoteurs repondant a un stimulus 
(reccpteur des hormones steroides, recepteur de 1'acide retinoique, etc). De memo, ll 
5 peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus, tel que par 
exemple les promoteurs des genes El A et MLP d'adenovirus, le promoteur precoce 
du CMV. ou encore le promoteur du LTR du RSV. etc. En outre, ces regions 
promotrices peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation. de 
regulation, ou permettant une expression tissu-specifique ou majoritaire. 

10 On utilise avantageusement dans le cadre de 1'invention un promoteur 

constitutif eucaryote ou viral. II s'agit plus particulicrcment d'un promoteur choisi 
parmi le promoteur des genes HPRT. PGK. a-actine, tubuline ou le promoteur des 
genes El A ct MLP d'adenovirus, le promoteur precoce du CMV, ou encore le 
promoteur du LTR du RSV. 

15 Par ailleurs. la cassette d'expression comporte avantageusement une sequence 

signal dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. 
Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit synthetise, 
mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnellc. ou d'une 
sequence signal artificielle. 

20 Enfim la cassette d'expression comprend generalement une region situee en 3', 

qui specifie un signal de fin transcriptionnelle et un site de polyadenylation. 

Les facteurs trophiques utilisables dans le cadre de 1'invention se classent 
essentiellement dans trois families : la famille des neurotrophines, la famille des 
ncurokines, et la famille du TGF beta (pour revue, voir Henderson Adv. Neurol. 68 
25 (1995) 235). 



Plus prefercntiellement, dans la famille des neurotrophines, on prefere utiliser 
dans le cadre de l'lnvention le BDNF. le NT-3 ou le NT-4/5. 
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Lc factcur ncurotrophiquc derive du cerveau (BDNF), decrit par Thoencn 
(Trends in NeuroSci. 14 (1991) 165), est une proteine de IKS acides amines ct de 
poids moleculaire 13,5 kD. In vitro, le BDNF stimule la formation de neuntes et la 
survie en culture des neurones ganglionaires de la retine\ des neurones cholinergiques 
5 du septum ainsi que des neurones dopaminergiques du mesencephale (revue par 
Lindsay in Neurotrophic Factors, Ed, (1993) 257, Academic Press). La sequence 
d'ADN codant pour le BDNF humain et pour le BDNF de rat a ete clonee et 
sequencee (Maisonpierre ct aL, Genomics 10 (1991) 558), ainsi que notamment la 
sequence codant pour le BDNF de pore (Leibrock et aL, Nature 341 (1989) 149). 
10 Bien que ses proprictcs soient potentiellement interessantes. l'application 
therapeutique du BDNF se heurte a differents obstacles. En particulier. 1'absence de 
biodisponibilite du BDNF limite toute utilisation therapeutique. Le facteur 
neurotrophique derive du cerveau (BDNF) prod nit dans le cadre de la presente 
invention peut etre le BDNF humain ou un BDNF animal. 

15 La neurotrophine 3 (NT3) est une proteine secretee de 119 aa qui permet la 

survie in vitro de neurones meme a des concentrations tres faibles. (Henderson et al. 
Nature 363,266-270 (1993)). La sequence du cDNA codant pour la NT3 humaine a 
ete decrite (Hohn et al., Nature 344 (1990) 339). 

La famille du TGF-B comprend notamment le facteur neurotrophique derive 
20 des cellules gliales. Le facteur neurotrophique derive des cellules gliales. GDNF (L.- 
F. Lin et al., Science, 260, 1 130-1 132 (1993)) est une proteine de 134 acides amines 
et de poids moleculaire de 16 kD. II a la capacite essenticlle de promouvoir in vitro la 
survie des neurones dopaminergiques et des motoneurones (revue dans Henderson. 
1995). Le facteur neurotrophique derive des cellules gliales (GDNF) produit dans le 
25 cadre de la presente invention peut etre le GDNF humain ou un GDNF animal. Les 
sequences d'ADNc codant pour le GDNF humain et le GDNF du rat ont ete clonees 
et sequencees ( L.-F. Lin, D. Doherty. J. Lile, S. Besktesh, F. Collins. Science, 260. 
1130-1132 (1993)). 
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L'n autre facteur ncurotrophique utilisable dans le cadre dc la presente 
invention est notamment le C\TF ("Ciliary Neurotrophic Factor"). Lc CNTF est 
une neurokine susceptible d'empecher la mort des neurones. Comme indique 
precedemment, des essais cliniques ont ete interrompus prematurement faute de 
5 resultats. L'mvention permet mamtenant la production prolongee et continue in vivo 
de CNTF. seul ou en combinaison avec d'autres facteurs trophiques, pour le 
traitement de la SLA. Le cDNA et le gene du CNTF humain et murin ont etc clones 
et sequences (EP385 060; W09 1/043 16. 

D'^utres facteurs neurotrophiques utilisables dans le cadre de la presente 
10 invention sont par exemple l'IGF-1 (Lewis et al.. 1993) et les Facteurs de Croissance 
des Fibroblastes (FGFa. FGFb). En particulier. 1'IGF-I et le FGFa sont des candidats 
tres interessants. La sequence du gene du FGFa a ete decrite dans la litterature. ainsi 
que des vecteurs permettant son expression in vivo (WO95/25803). 

Les genes codant pour lc BDNF, le GDNF, le CNTF et la NT3 sont tout 
15 particulicrement interessants pour la mise en oeuvre de la presente invention. 

Selon un premier mode de realisation, le systeme d'expression de l'invention 
permet la production d'un seul facteur ncurotrophique in vivo. Dans ce cas, le 
systeme d'expression ne comporte qu'une cassette d'expression. Prefcrentiellement, le 
systeme d'expression de l'invention permet la production in vivo d'un facteur 
20 ncurotrophique choisi parmi les neurotrophines. les neurokines et les TGF. II s'agit 
plus prefcrentiellement d'un facteur choisi parmi le BDNF, le GDNF, le CNTF, la 
NT3, lc FGFa et 1'IGF-I. 

Selon un autre mode de realisation, le systeme d'expression de l'invention 
permet la production de deux facteurs neurotrophiques in vivo. Dans ce mode de 
25 realisation, le systeme d'expression comporte soit deux cassettes d'expression, soit 
une seule cassette permettant l'expression simultanee de deux acides nucleiques 
(unite bicistronique). Lorsque le systeme comprend deux cassettes d'expression. 
celles-ci peuvent utiliser des promoteurs identiques ou diffcrents. 
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Prcferenticllement, le systeme d'expression de l'invention permet la 
production in vivo des combinaisons de facteurs neurotrophiqucs suivantes : BDNF 
et GDNF ; BDNF ct NT3 ; GDNF et NT3. CNTF ct BDNF, CNTF et NT3, CNTF et 
GDNF. 

5 Dc manicre avantageuse, la demanderessc a en effet montre que 

l'administration de 2 systemes d'expression de facteurs neurotrophiques se traduisait 
par un effet therapeutique important. Dans les systemes d'expression de 2 facteurs 
neurotrophiques, on utilise generalement des promoteurs de force identique ou 
similaire, et un nombre de copie d'acides nucleiques identique ou sinrlaire. De fa^on 
10 generale, la quantite respective des deux facteurs produits in vivo est assez proche. II 
peut cependam etre preferable dans certaines situations de produirc des quantites 
differentes de chaque facteur. Dans ce cas, on peut utiliser soit des promoteurs de 
force differente, soit un systeme dans lequel sont presents des nombres de copies de 
genes differents, soit varier les doses administrees. 

15 Dans les systemes d'expression de l'invention, la ou les cassettes d'expression 

font avantageusement partie d'un vecteur. II peut s'agir en particulier d'un vecteur 
viral ou plasmidique. Dans le cas d'un systeme d'expression comportant plusieurs 
cassettes d'expression, les cassettes peuvent etre portees par des vecteurs separes, ou 
par le meme vecteur. 

20 Le vecteur utilise peut etre un vecteur plasmidique standard, comportant, en 

plus dc la ou des cassettes d'expression selon l'invention, une origine de replication et 
un gene marqueur. Differents types de vecteurs ameliores ont par ailleurs ete decrits, 
depourvus de gene marqueur et d'origine de replication (PCT/FR96/00274) ou 
possedant par exemple une origine de replication conditionnelle (FR95 10825). Ces 

25 vecteurs sont utilisables avantageusement dans le cadre de la presente invention. 

Le vecteur utilise peut egalement etre un vecteur viral. Differents vecteurs ont 
ete constants a partir de virus, ayant des proprietes dc transfer! de genes 
remarquables. On peut citer plus particulierement les adenovirus, les retrovirus, les 
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AAV et le virus de l'herpes. Pour Icur utilisation comme vccteurs de transfer! de 
genes, le genome de ces virus est modifie de maniere a les rendre incapable de 
replication autonome dans une cellule. Ces virus sont dits defectifs pour la 
replication. Generalement, le genome est modifie par substitution des regions 
5 essentiellcs en trans a la replication virale par la ou les cassettes d'expression. 

Dans le cadre de l'lnvention, on prefere utiliser un vecteur viral derive des 
adenovirus. Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille de 
36 (kilobases) kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee 
repetee (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes 

10 precoces et des genes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions EL E2. E3 et E4. Parmi ceux-ci. les genes contenus dans la region El 
notamment sont necessaires a la propagation virale. Les principaux genes tardifs sont 
contenus dans les regions LI a L5. Le genome de l'adenovirus Ad5 a ete entierement 
sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment Genebank M73260). 

15 De memo des parties, voire la totalite d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, 
Ad 12, etc) ont egalement ete sequencees. 

Pour leur utilisation comme vecteurs de transfert de genes, differentes 
constructions denvees des adenovirus ont etc preparees, incorporant difterents genes 
therapeutiques Plus particulierement, les constructions decntes dans fart anteneur 

20 sont des adenovirus deletes de la region EL essentielle a la replication virale, au 
niveau de laquelle sont inserees les sequences d'ADN heterologuc (Levrero et al., 
Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury et al.. Gene 50 (1986) 161). Par ailleurs, 
pour ameliorer les proprietes du vecteur, il a ete propose de creer d'autres deletions 
ou modifications dans le genome de l'adenovirus. Ainsi, une mutation ponctuelle 

25 thcrmosensible a ete introduite dans le mutant is 1 25. permettant d'inactivcr la 
proteine de 72kDa de liaison a l'ADN (DBP) (Van der Vliet et al., 1975). D'autres 
vecteurs comprennent une deletion d'une autre region essentielle a la replication et/ou 
a la propagation virale, la region E4. La region E4 est en effet impliquee dans la 
regulation de Texpression des genes tardifs, dans la stabilite des ARN nucleaires 
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tardifs. dans l'extinction dc 1'expression dcs proteines de la cellule bote et dans 
1'efficacite de la replication de l'ADN viral. Des vectcurs adenoviraux dans iesquels 
les regions El et E4 sont deletees possedent done un bruit de fond de transcription et 
une expression de genes viraux tres reduits. De tels vecteurs ont etc decrits pas 
5 exemple dans les demandes W094/28152, WO95/02697, W096/22378. En outre, 
des vecteurs portant une modification au niveau du gene IVa2 ont egalement ete 
decrits (W096/1 0088). 

Ees adenovirus recombinants decrits dans la litterature sont produits a partir 
de differents serotypes d'adenovirus. II existe en effet differents serotypes 

10 d'adenovirus, dont la structure et les proprietes varient quelque peu, mais qui 
presenters une organisation geneiique comparable. Plus particulierement. les 
adenovirus recombinants peuvent etre d'origine humaine ou animale. Concemant les 
adenovirus d'origine humaine, on peut citer preferentiellement ceux classes dans le 
groupe C, en particulier les adenovirus de type 2 (Ad2), 5 (Ad5), 7 (Ad7) ou 12 

15 (Ad 12). Parmi les differents adenovirus d'origine animale, on peut citer 
preferentiellement les adenovirus d'origine canine, et notamment toutes les souches 
des adenovirus CAY2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 
D'autres adenovirus d'origine animale sont cites notamment dans la demande 
W094/26914 incorporee a la presente par reference. 

20 Dans un mode prefere de mise en oeuvre de i'invention, l'adenovirus 

recombinant est un adenovirus humain du groupe C. De maniere plus preferentielle, 
il s'agit d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

Les adenovirus recombinants sont produits dans une lignee d'encapsidation, 
e'est-a-dire une lignee de cellules capables de complementer en trans une ou plusieurs 
25 des fonctions deficicntes dans 1c genome adenoviral recombinant. L'une de ces 
lignees est par exemple la lignee 293 dans laquelle une partie du genome de 
l'adenovirus a ete integree. Plus precisement, la lignee 293 est une lignee de cellules 
embryonnaires humaines de rein contenant l'extremite gauche (environ 11-12 %) du 
genome de l'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant 1'ITR gauche, la region 
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d'eneapsidation. la region El, inciuant Ela et Elh. la region codant pour la proteine 
pIX et unc partie de la region codant pour la proteine pIVa2. Cette lignee est capable 
de trans-complementer des adenovirus recombinants defectifs pour la region El. 
e'est-a-dire depourvus de tout ou panie de la region El. et de produire des stocks 
5 viraux ayant des titres eleves. Cette lignee est egalement capable de produire, a 
temperature pennissive (32°C), des stocks de virus comportant en outre la mutation 
E2 thermosensible. D'autres lignees cellulaires capables de complementer la region 
El ont ete decrites, basees notamment sur des cellules de carcinome de poumon 
humain A549 (W094/28 1 52) ou sur des retinoblastes humains (Hum. Gen. Ther. 

10 (1996) 215). Par ailleurs, des lignees capables de trans-complementer plusieurs 
fonctions de l'adenovirus ont egalement ete decntes. En particulier, on peut citer des 
lignees complemcntant les regions El et E4 (Yeh et aL J. Virol. 70 (1996) 559 : 
Cancer Cicn. Ther. 2 (1995) 322 ; Krougliak et aL Hum. Gen. Ther. 6 (1995) 1575) 
et des lignees complementant les regions El et E2 (W094/28 1 52, WO95/02697, 

15 WO95/27071 ). Les adenovirus recombinants sont habituellemcnt produits par 
introduction de l'ADN viral dans la lignee d'eneapsidation, suivie d'une lyse des 
cellules apres environ 2 ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral etant de 24 a 36 
heures). Apres la lyse des cellules, les particules virales recombinantes sont isolees 
par centrifugation en gradient de chlorure de cesium. Des methodes alternatives ont 

20 etc decrites dans la demande FR96 08164 incorporee a la presente par reference. 

La cassette d'expression du ou des genes therapeutiques peut etre inseree en 
differents sites du genome de l'adenovirus recombinant, selon les techniques decrites 
dans Tart anterieur. Elle peut tout d'abord etre inseree au niveau de la deletion EL 
Elle peut egalement etre inseree au niveau de la region E3, en addition ou en 
25 substitution de sequences. Elle peut egalement etre localisee au niveau de la region 
E4 deletee. Pour la construction de vecteurs portant deux cassettes d'expression, 1'une 
peut etre inseree au niveau de la region EL ['autre au niveau de la region E3 ou E4. 
Les deux cassettes peuvent egalement etre introduces au niveau de la meme region. 
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Comrne indique ci-avant. dans le cas de systcmes d'expression eomportant 
plusieurs cassettes d'expression, les cassettes pcuvent etre portees par des vecteurs 
separes, ou par le meme vecteur. La presente invention vise plus specifiquemcnt la 
mise au point de vecteurs particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de 

5 manicre localises des quantites therapeutiquement actives de GDNF, de BDNF, de 
NT3 et de CNTF. Plus precisement la presente invention concerne I'injection par voie 
systemique d'un systeme d'expression comprenant deux vecteurs de transferts de 
genes portant chacun un gene codant pour un facteur neurotrophique. L'mvention 
concerne egalement I'injection par voie systemique d'un systeme d'expression 

10 comprenant un vecteur bicistronique permettant la coexpression des deux genes. 
Prefcrentiellement la presente invention concerne I'injection par voie systemique, 
d'un systeme d'expression comprenant deux vecteurs, l'un portant le gene codant pour 
le CNTF et l'autre le gene codant pour la NT3, ou Tun le gene codant pour la CNTF 
et l'autre le gene codant pour le BDNF, ou Tun le gene codant pour le GDNF et 

1 5 l'autre le gene codant pour la NT3. 

D'une maniere plus preferee, les vecteurs de transfert utilises sont des vecteurs 
adenoviraux. La demanderesse a en effet montre 1'efficacite de l'utilisation 
d'adenovirus codant pour des facteurs neurotrophiques injectes par voie /.v. lors du 
traitement de differents modeles animaux de la SLA. En particulier, les resultats 
20 presentes dans les exemples montrent, pour la premiere fois sur un modele animal 
d'une forme familiale de la SLA, les souns FALS G93A , une augmentation importante 
de la duree de vie, accompagnee de performances electromyographiques meilleures. 
Le seul traitement aujourd'hui propose aux patients atteints de SLA est le riluzole 

(Rilutek®) qui augmente de quclques mois l'esperance de survie des malades. II a 
25 egalement etc demontre que le riluzole administre aux souris FALS GQiA pouvait 
augmenter de 13 jours leur duree de vie moyenne (Gurney et coll., 1996). On peut 
done prcdire que tout traitement augmentant de plus de 13 jours la duree de vie des 
souris FALS n , j;x est susceptible d'apportcr aux patients un benefice therapeutique 
superieur a celui du riluzole. Les resultats presentes dans les exemples montrent que 
30 l'approchc therapeutique selon l'mvention permet d'augmenter la duree de vie 
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moyenne de souns FALS t> .. A jusqu'a 30 jours environ. Ceci consume une 
amelioration tres significative de la duree de vie. et rcprcsente la mise en evidence 
d'un benefice therapeutique important sur des modeles de la SLA. 

Les souns pmn constituent un autre modele de la SLA, caracterise par une 
5 degenerescence plus precoce et plus rapide des motoneurones et par une duree de vie 
moyenne de 40 jours environ. Les resultats presentes dans les exemples montrent que 
l'approche therapeutique selon l'invention permet de prolonger la duree de vie 
moyenne des souris pmn de 40 a 53 jours, ce qui constitue une amelioration 
significative de plus de 30 %. Cctte prolongation des souris pmn traitees 
10 s'accompagne egalement d'une reduction significative de leur degenerescence 
motoneuronale, 

L'ensemble des resultats obtenus par cette nouvellc approche therapeutique 
demontre pour la premiere fois une amelioration importante de differents parametres 
cliniques, electromyographiques et histologiques. dans deux modeles differents de la 
15 SLA. 

Selon l'invention, la production in vivo de facteurs trophiques est obtenue par 
administration systemique. Les resultats presentes dans les exemples montrent que ce 
mode coadministration permet d'obtenir une production reguliere et continue d'un 
facteur trophique par l'organisme du patient lui meme. et que cette production est 
20 suffisante pour generer un effet therapeutique significatif. L'administration 
systemique est preferentiellement une injection intraveineuse ou intra arterielle. 
L'injcction intra veineuse est particuliercment preferee. Ce mode d'injection est 
egalement avantageux en terme de tolerance et de facilite d'acces. II permet en outre 
d'injecter de plus grands volumes que I'injection intramusculaire. et de fagon repetee. 

25 La presente invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 

comprenant un systeme dexpression de deux facteurs neurotrophiques. Les 
compositions pharmaceutiques de l'invention contiennent avantageusement des 
vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut 
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s'agir en particulicr de solutions salines (phosphate monosodique, disodique. chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges dc tels scls). 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees. qui, par 
addition selon le cas d'eau stcrilisee ou de serum physiologique. permettent la 
5 constitution de solutes injectables. D'autres excipients peuvent etre utilises tels que 
par exemple des proteines stabilisatrices (serum-albumine humaine notamment : 
FR96 03074) ou un hydrogel. Get hydrogel peut etre prepare a partir de tout 
polymere (homo ou hetero) bio-compatible et non cytotoxique. De tels polymeres ont 
par exemple ete decrits dans la demande WO93/08845. Certains d'entre eux. comme 

10 notamment ceux obtenus a partir d'oxyde d'ethylene et/ou de propylene sont 
commerciaux. Par ailleurs, lorsque le systeme d'expression est compose de vecteurs 
plasmidiques. il peut etre avantageux, dans les compositions pharmaceuuques de 
l'invention. d'ajouter des agents chimiques ou biochimiques favorisant le transfert de 
genes. A cet egard on peut citer plus particulierement les polymeres cationiques de 

15 type polylysine, (LKLK)n, (LKKL)n tels que decrits dans la demande W095'21931. 
polyethylene immine (WO96/02655) et DEAF: dextran ou encore les lipides 
cationiques ou lipofectants. lis possedent la propriete de condenser l'ADN et de 
promouvoir son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces demiers. on peut 
citer les Hpopolyamines (linofectamine, transfectam, tels que decrits dans la demande 

20 W095/18863 ou WO?6/17823) differents lipides cationiques ou neutres (DOTMA. 
DOGS, DOPK, etc) ainsi que des peptides d'origine nucleaire (W096 25508). 
eventuellement fonctionnalises pour cibler certains tissus. La preparation d'un 
composition selon l'invention utilisant un tel vecteur chimique est realisec selon toute 
technique connue de l'homme du metier, generalement par simple mise en contact 

25 des differents composants. 

Les doses de systeme d'expression administrees dependent de plusieurs 
facteurs, et notamment du vecteur utilise, du ou des facteurs neurotrophiques 
impliques, du type de promoteur utilise, du stade de la pathologie ou encore de la 
duree du traitement recherche. D'une maniere generale, le systeme d'expression est 
30 administre sous forme de doses comprcnant de 0 J a 500 mg d'ADN par kilogramme. 
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de preference de i a 100 mg d'ADN par kilogramme. On utilise generalement des 
doses de 10 mg d'ADN kg environ. 

S'agissant d'adenovirus recombinants, ils sont avantageusement formules et 
administres sous forme de doses comprises entre 10^ et 10'4 pfu, et de preference 
5 1C)6 a 10*0 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution d'adenovirus. et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee. et mesure, generalement apres 1 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien u^cumentees dans la litterature. 

10 L'injection peut etre realisee au moyen de differents dispositifs, et en 

paniculier de seringues ou par perfusion. L'injection au moyen de seringues est 
preferee. Par ailleurs, des injections repetees peuvent etre pratiquees pour acroitre 
encore I'effct therapeutique. 

Selon unc variante de l'invention, ce traitement peut egalement etre applique 
15 en combinaison avec du riluzole. L'invention conceme ainsi unc composition 
pharmaceutique comprenant un systeme d'expression selon Tinvention et une quantite 
pharmacologiquement effective de riluzole, en vue d'une administration simultanee 
ou espacee dans le temps. 

Les resultats presentes ci-apres illustrent la presente invention sans pour 
20 autant limiter sa portee. Ils demontrent les proprietes particulierement avaniageuses 
de la methode de l'invention qui constitue, a notre connaissance, la premiere mise en 
evidence, sur un modele animal, d'un tel benefice therapeutique pour la SLA. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Comparaison des performances electromyographiques de souris FALS (jCHV 
25 avec ou sans administration d'un systeme d'expression d'une combinaison CNTF- 
GDNF. 
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Figure 2 : Comparaison dcs performances electromyographiques de souns FALS (i0VA 
avec ou sans administration d'un systeme d'expression de NT3. 

Figure 3 : Comparaison de la survie de souris pmn avec ou sans administration d'un 
svsteme d'expression de CNTF. La survie des souris pmn (en jours) est exprimee en 
5 pourcentage des animaux analyses. Souris pmn traitees par administration d'un 
svsteme d'expression de CNTF : 100 n=7 (courbe en gras) ; Souris pmn non 
traitees 100 n=14 (courbe trait normal). 

Figure 4 : Comparaison de la degenerescence motoneuronale chez la souris pmn avec 
ou sans administration d'un systeme d'expression de CNTF. le nombre de fibres 
10 myelinisees dans le nerf phrenique de souris est examine a 25 jours d'age. Resultats : 
souris pmn avec systeme d'expression CNTF (145, n-10) ; souris pmn sans systeme 
d'expression CNTF "non traitees" (122, n=8) ; souris pmn traitees par AdlacZ (111, 
n-8) ; souris Xt "normal" (263, n=4). Les barres verticales representent l'erreur 
standard des moyennes (SEM). 

15 

EXEMPLES 

1. Materiel et Methodes 

L'ensemble des experiences decrites ci dessous (construction d'adenovirus, 
injection aux souris, mesures fonctionnelles) ont ete effectuees en laboratoire de 
20 confinement L3. 

1-Animaux. 

Plusieurs lignees de souris transgeniques exprimant des formes mutees de 
SOD responsables des formes familiales de SLA ont ete construites pour tenter 
d'obtenir un modele murin de la pathologic Des souris transgeniques surexprimant la 
25 SOD humaine mutee portant une substitution de la glycine 93 en alanine (souris 
FALS otMA ) presentent une degenerescence motoneuronale progressive se traduisant 
par une paralysie des membres, et meurent a Fage de 4-6 mois (Gurney et coll., 
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1994). Les premiers signes cliniques consistent en un trcmblement des membres a 
environ 90 jours, puis a une reduction de la longueur des pas a 125 jours (Chiu et 
coll.. 1995). Au plan histologique des vacuoles d'origine mitochondrial sont 
observables dans les motoneurones a partir d'environ 3 7 jours, et une perte 
5 motoncuronale peut etre observee a partir de 90 jours (Chiu et coll.. 1995). Des 
atteintes des axones myelinises sont observees principalement dans la moelle ventrale 
et peu dans la region dorsale. Des phenomenes de reinervation collaterale 
compensatoire sont observes au niveau des plaques motrices (Chiu et coll., 1995). 

Pour les exemples 2 a 10 nous avons choisi d'utiliscr les souris FALS (;( „ V 

10 Les souris FALS (iJV . constituent un tres bon modele animal pour l'etude des 
mecanismes physiopathologiqucs de la SLA ainsi que pour le developpement de 
strategies therapeutiques. Elle partagent en effet avec les formes familiales de SLA 
une ongine physiopathologique commune (mutation SOD), un grand nombre de 
caracteristiques histopathologiques et electromyographiqucs, 

15 Ainsi. nous avons caracterise au laboratoire les performances 

electromyographiqucs des souris FALS (;()U .et montre que les souris FALS 0(m 
remplissent les criteres de Lambert pour la SLA (Kennel et coll., 1996): (1) reduction 
du nombre d'umtes motrices avec une reinervation collaterale concomitante; (2) 
presence d'activite spontanee de denervation (fibrillations) et de fasciculation dans les 

20 membres posterieurs et antencurs; (3) modification de la vitesse de conduction 
motrice correlee avec une diminution de la reponse evoquee motrice; (4) pas 
d'atteinte sensorielle. De plus nous avons montre que les atteintes des nerfs faciaux 
etaient rares, memes chez les souris FALS Gl)1A agees, ce qui est aussi le cas chez les 
patients. 

25 Les souris FALSq93A proviennent de Transgenic Alliance (L'Arbreslc. 

France), Des femelles gestantes sont livrees chaque semaines. Elles mettent bas dans 
l'animalene du laboratoire. Les souriceaux heterozygotes developpant la maladie sont 
identifies par PCR apres prelevement d'un morceau de queue et extraction dADN. 
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II existe d'autres modeles animaux prcsentant dcs degeneresccnces 
motoneuronalcs ( Sillc\ is-Smitt & De Jong. 1989; Price el coll.. 1994). sou suite a 
une lesion neurotoxique aiguc (traitement a 1'IDPN. aux excitotoxines) soit dues a un 
defaut genetique (souris wobbler, pmn. Mnd, Chien HCSMA). Parmi les modeles 
5 genetiques, les souris pmn sont particuherement bien caracterisees sur le plan 
clinique, histologique (Schmalbruch 1991) et electromyographique (Kenneh 1996). 
La mutation pmn est transmise sur le mode autosomique recessif et a ete localisee sur 
le chromosome 13. Les souris pmn homozygotes developpent une atrophie et 
paralysie musculaires qui se manifestent aux membres posterieurs des Page de deux a 

10 trois semaines et qui ensuite se generalisent. Toutes les souris pmn non-traitces 
meurent avant six a sept semaines dYige. La degenerescence de leurs motoneurones 
debute au niveau des terminaisons ncrveuses et aboutit a une peile massive de fibres 
myelinisees dans les nerfs moteurs et notammcnt dans le nerf phrenique qui assure 
Linervation du diaphragme (Schmalbruch 1991). Contrairement a la souris 

15 FALSo93A-> cette denervation musculaire est trcs rapide et ne s'accompagne 
pratiquement pas de signes de reservation par repousse de collaterals axonales. Sur 
le plan electromyograhique, le processus de denervation musculaire est caractense 
par Lapparition de fibrillations et par une reduction importante de l'amplitude de la 
reponse musculaire evoquee apres stimulation eiectrique supramaximal du nerf 

20 (Kennel et al 1996). 

Une ligne de souris transgeniques Xt/pmn a ete egalement utilisee comme 
autre modele murin de la SLA. Ces souris ont etc obtenues par un premier croisement 
entre des souris femelles C57/B156 ou DBA2 et de souris males A? pmn / Xt' pmn 
(souche 129), suivi d'un second entre des femelles heterozygotes Xt pmn / Xt pmn* 
25 desccndantes (Nl) avec des males initiaux. Parmi les souris descendantes (N2), les 

double- heterozygotes Xt pmn / Xt pmn (denomme "souris Xt pmn' f ) portant un allele 
A7 (mis en evidence par le phcnotype Extra-doigt) et un allele pmn (determine par 
PCR ) ont ete choisi pour les croisements futurs. 

2. Systemes d'expression 
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2. 1 . Vcctcurs plasmidiques 

Different* vecteurs plasmidiques permettant 1'expression de un ou deux 
facteurs neurotrophics peuvent etre utilises. On peut citer par exemple les 
plasmides pCRII-BDNF et pSh-Ad-BDNF, qui component une cassette d expression 
5 et de secretion du BDNF (WO95/25804). On peut egalement mentionner les 
plasmides p-LTR-IX-GDNF contenant un acide nucleique codant pour le GDNF sous 
controle du promoteur LTR (W095 26408) ainsi que le plasmide p-LTR-IX- 
preNGF CNTF contenant la sequence du gene CNTF demere la sequence signal du 
betaNGF ainsi que les sequences mversees repetees (ITR) du genome adenoviral, les 

10 sequences LTR du promoteur du virus du Sarcome de Rous (RSV). des sequences 
d'encapsidation ainsi que des sequences adenovirals necessaires a la rccombinaison 
homologuc. 11 est entendu que tout plasmide comportant une origine de replication et 
un gene marqueur peut etre utilise pour construirc un systcme d'expression selon 
l'invcntion, par insertion d'une ou plusieurs cassettes d'expression d'un facteur 

15 neurotrophique. Les plasmides peuvent etre prepares che/ un bote cellulaire 
eucaryote ou procaryote. 

2. 2 .-Adenovirus. 

Commc indique precedemmenu les vecteurs viraux. et notamment les 
adenovirus, constituent un mode de realisation partieulierement prefere de 
20 l'invcntion. 

Les adenovirus recombinants utilises ci-apres ont ete obtenus par 
rccombinaison homologue selon les techniques decrites dans Tart anterieur. En bref, 
il sont construits dans les cellules 293, par recombinaison entre un fragment de 
genome viral linearise (dl324) et un plasmide contenant ]*ITR gauche, les sequences 
25 d'encapsidation. le transgene ainsi que son promoteur et des sequences virales 
permettant la recombinaison. Les virus sont amplifies sur cellules 293. 11 sont 
regulierement repurifies dans le P3 de notre laboratoire. Les genomes viraux peuvent 
egalement etre prepares dans une cellule procaryote selon la technique decnte dans la 
demande WO96/25506. Les virus suivants ont etc plus partieulierement utilises: 
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- Ad-CNTF : Adenovirus recombinant de serotype Ad5 comprenant, insere dans son 
genome a la place de la region El deletee, une cassette d'expression du gene CNTF 
composee du cDNA codant pour le CNTF sous controle d'un promoteur 
transcriptionnel (en particulier le LTR du RSV). Les details de la construction sont 

5 donnees dans la demande WO94/08026. Des constructions alternatives comprennent 
une deletion supplementaire dans la region E4, telle que decrite dans la demande 
W096/22378 ou dans la region E3. 

- Ad-GDNF : Adenovirus recombinant de serotype Ad5 comprenant, insere dans son 
genome a la place de la region El deletee. une cassette d'expression du GDNF 

10 composee du cDNA codant pour le GDNF sous controle d'un promoteur 
transcriptionnel (en particulier le LTR du RSV). Les details de la construction sont 
donnees dans la demande WO95/26408). Une construction alternative comprend une 
deletion supplementaire dans la region E4, telle que decrite dans la demande 
W096/22378. 

15 - Ad-NT3 : Adenovirus recombinant de serotype Ad5 comprenant, insere dans son 
genome a la place de la region El deletee, une cassette d'expression du gene NT3 
composee du cDNA codant pour le NT3 sous controle d'un promoteur 
transcriptionnel (en particulier le LTR du RSV). Une construction alternative 
comprend une deletion supplementaire dans la region E4. telle que decrite dans la 

20 demande W096/22378. 

- Ad-BDNF : Adenovirus recombinant de serotype Ad5 comprenant. insere dans son 
genome a la place de la region El deletee, une cassette d'expression du BDNF 
composee du cDNA codant pour le BDNF sous controle d'un promoteur 
transcriptionnel (en particulier le LTR du RSV). Les details de la construction sont 

25 donnees dans la demande WO95/25804). Une construction alternative comprend une 
deletion supplementaire dans la region E4, telle que decrite dans la demande 
W096/22378. 

- Ad-FGFa : Adenovirus recombinant de serotype Ad5 comprenant, insere dans son 
genome a la place de la region El deletee. une cassette d'expression du FGFa 
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composee du cDNA codant pour le FGFa sous contrcMc d'un promoteur 
transcriptionnel (en particulier lc LTR du RSV). Les details de la construction sont 
donnees dans la demande WO95/25803). Une construction alternative comprend une 
deletion supplemental^ dans la region E4. telle que decnte dans la demande 
5 W096/22378. 

La fonctionnalite des virus construits est verifiee par infection de fibroblastes 
en culture. La presence du facteur neurotrophique correspondant est analysee dans le 
sumageant de culture par ELISA et/ou en mettant en evidence les proprietes 
trophiques de ce surnageant sur des cultures primaires neuronales. 

10 3-Administration d'adenovirus recombinants. 

Les adenovirus codant pour les facteurs neurotrophiques sont administres par 
voie intraveineuse chez des animaux adultes ou nouveau-nes. Chez les souris 
FALSG93A adultes 10 9 pfu de chacun des adenovirus (volume final 200 ul) sont ainsi 
injectes dans la veine caudale a Laide dune microseringue de type Hamilton R.. Chez 
15 les souris pmn nouveau-nees (age 2-3jours), identifiees par l'absence d un doigt 
surnumeraire, 2xl0 9 pfu (volume final 20 \x\) de la suspension adenoviral sont 
injectes dans la veine retinienne a laide d une microseringue de type insuline 
equipee d une aiguille 30 CL Les animaux nouveau-nes sont legerement anaesthesies 
avec de Tether et en etat d 'hypothermic 

20 

4-Tcchniques diverses. 

Electromyographic 

Tant que leur etat physique le permet, les animaux sont anesthesies par 
injection intraperitoneale d'un melange de diazepam (Valium -\ Roche. France) et de 
25 chlorhydrate de ketamine (Ketalar-. Parke-Davis. France) a raison de 2 \xg g et 60 
(.ig/g de poids corporel respectivement. 
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L'electromyographe utilise est un appareil de dcrniere generation (KeypoinKB ) 
possedant l'ensemble des logiciels necessaires a l'acquisition e£ au traitement des 
signaux electromyographiques, Ce materiel est loue a la societe Dantec (Les Ulis, 
France). 

5 Electromyographie de stimulodetection : reponse evoquee motrice (REM) 

Lorsqu'un choc electrique est applique sur un nerf, les muscles innerves par ce 
nerf sont le siege d'une reponse electrique. Celle-ci survient apres un certain temps 
(latencc distale) qui correspond au temps de conduction dc la stimulation jusqu'aux 
synapses, auquel s'ajoute le temps de transmission du signal dans la synapse. 
10 L'amplitude de la reponse est proportionnelles a la quantite de fibres musculaires 
mnervees. 

Pour des raisons purement pratiques, nous avons choisi de stimuler le nerf 
sciatique en recueillant la reponse evoquee motrice au niveau du muscle 
gastrocnemien du mollct. Cinq electrodes aiguilles (Dantec) sont directement 

15 implantees et reliees a l'electromyographe selon le schema suivant : (a) 2 electrodes 
de stimulation sont placees, rune (electrode active) sur le trajet du nerf sciatique. 
Tautre (electrode de reference) a la racine de la queue ; (b) 2 electrodes de detection 
sont implantees. Tune dans le muscle gastrocnemien (electrode active). Tautre sur le 
tendon correspondant (electrode de reference) ; (c) enfm une electrode est reliee a la 

20 terre a est implantee entre les 2 electrodes actives, dans la cuisse de l'animal. On 
mesure l'amplitude et la latence dc la REM du muscle a une stimulation de son nerf 
moteur. Celle-ci dure 200 ms a une intensite dite supramaximale qui correspond a 
150% de l'intensite permettant d'obtenir le potentiel d'action maximum. Chez la 
souris adultc, si le muscle et le nerf etudies sont sains, et dans les conditions decrites 

25 ci-dessus, 1'amplitude de la reponse evoquee est superieure ou egale a 80 m\\ et le 
temps de latence est en general egal a 0,6 ms. 



Analyse histologique 

Les animaux sont tues par overdose de chloroforme et perfuse en intracardiaque avec 
une solution de glutaraldehyde. Les nerfs phreniques sont isolcs, preleves, postfixes 
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par tetroxide d osmium et inclus dans I'epoxy. Les nerfs phremques sont coupes 
proche du diaphragme, des sections d'une epaisseur de 3 \im sont colorees a la 
paraphenyldiamme et analysees par microscopie optique. 

5. Administration d'un svsteme d'expression exprimant le gene CNTF 

Injection de vecteur adenoviral : 

Des souns homozygotes XY pmn/XY pmn ("souns pmn '*) agees de 2 a 3 jours, 
identifies par l'absence de doigt surnumeraire. ont ete utiiisees pour I'injection de 
vecteur adenoviral. Unc suspension de CNTF adenoviral a ete prepare par dilution du 
stock adenoviral dans un tampon salm-phosphate (PBS)a 2x10' pfu f.il et admimsiree 
selon les conditions decntes au point 3. L'AdlacZ codant chez E. coii pour la 
galactosidase ( Stratford-Pemcaudet. 1992), a ete utilise comme vecteur adenoviral 
controle. 

Resultats : 

Des analyse par Northern blot de fibroblastes humains infectes par 1'AdCNTF 
demontrent ia presence de deux transcripts recombinants d'une taille respective de 1.1 
et 1.6 kb. Les analyses par EL1SA revelent la presence de protemes recombmantes 
dans les surnageants apres infection de differents types de cellules. 
Toutes les souns pmn non trauees dans les series experimental sont decedees avant 
I'age de deux mois et la moyenne de leur survie a ete de 40.4 ± 2.4 jours (n=14) 
L'administration du vecteur controle AdlacZ n'a pas modifie la survie des souns pmn. 
Par opposition, les souns pmn traitees par des injections intraveineuses de AdCNTF 
ont survecu jusqu'a 73 jours (Fig. 3). La moyenne de la survie des souns pmn traitees 
par 1' AdCNTF a ete significativement amelioree et represente 52.7 ± 3.9 jours (n=7. 
p< 0.01 1) (Les differences entre les resultats des souns saines Xt/ptmu des souns 
homozygotes non traitees et des souns pmn traitees ont ete analysees par le test de 
Student t. les valeurs sont donnees en moyenne ± erreur standard des moyennes 
(SEM)). 
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Afin de determiner si la prolongation de la survie des souris pmn traitees par 
1'AdCNTF refletait une augmentation du nombre de fibres des nerfs phreniques, une 
microscopie optique au jour 25 a ete realisee et a montrc que chez les souris pmn non 
traitees ct chez les souris pmn ayant regu en intraveineuse 1'AdlacZ , le nombre de 
5 fibres myelinisees dans les nerfs phreniques avait diminue respectivement a 122 ± 13 
(n=6) el 111 ± 11 (n=8) compare aux 263 ± 8 fibres myelinisees chez des souris 
saines (n=4). Le nombre dc fibres myelinisees dans les nerfs phreniques de souris 
pmn auxquelles I'AdCNTF a ete injecte, etait sigmficativement supeneur a celui des 
ammaux controle (145 ± 1 1, n=10, p<0,05). Ainsi, un traitement des souris pmn par 
1 0 I'AdCNTF induit une reduction de 20% dans la perte des fibres myelinisees (Fig.4). 

6. Administration d'un svstcmc depression prod uisant une combinaison 
CNTF - GDNF 

10 9 pfu de chacun des adenovirus Ad-CNTF et Ad-GDNF ont ete injectes (veine 
caudale) a l'aide de microsermgue dans un volume final de 200 jil a 4 souris FALS (;t)M 
15 agees de 99 jours. Au cours du temps, les performances electromyographiques des 
animaux ont ete suivies et comparees a un groupe temoin. La duree de vie moyenne a 
egalement ete enregistree. 

Flcctromvographie 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 1 . On observe une baisse de 
20 l'amplitude de la reponse evoquee motrice (REM) dans le gastrocnemien des souris 
FALS W3A traitees (AdCNTF+AdGDNF) ainsi que des souris FALS rf9 ,, non traitees. 
Cette baisse reflete le processus de denervation progressive qui est une des 
caractenstiques de la SLA. Toutefois les souris traitees presentent une amplitude de 
REM systematiquement superieure a celle des controles, demontrant un 
25 ralentissement de l'atteinte fonctionnelle suite au traitement. 
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Longevite 

La duree de vie dcs animaux est indiquee dans les tableaux ci-dessous. 



Animaux trades 



Animal n° 


Age de deces 


1779-5 


188 


1 779-6 


170 


1 779-7 


176 


1 779-8 


155 


Movenne 


172.2 


SEM 


6.86 


Animaux non traites: 


Animal n° 


age de deces 


35-5 


142 


35-8 


135 


35-9 


151 


35-50 


125 


35-60 


147 


35-90 


155 


Movenne 


142.5 


SEM 


4.51 



5 Les resultats montrent que tous les animaux du groupe traites sont morts a un 

age supeneur ou egal a l'age de l'animal vivant le plus vieux dans le groupe controle. 
Ces resultats montrent egalement une augmentation de la duree de vie chez les 
animaux traites de 30 jours en moyenne, par rapport aux animaux controle. Ces 
resultats sont particulierement inattendus et, compares aux 13 jours obtenus avec le 
10 Rilutek - , demontrent le potentiel therapeutique de la methode de l'invention. 

7. Administration d'un svsteme d'expression produisant de la NT3 

7(a) - Administration d'un svsteme d'expression produisant de la NT3 fsouris agees 
de 99 jours) 



10 g pfu d'adenovirus Ad-NT3 ont etc injectes (veine caudale) a l'aide de 
15 microsermeue dans un volume final de 200 |il a 4 souris FALS (t((; v agees de 99 jours. 
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Au cours du temps, les performances electromyographiques cies animaux sont suivies 
et companies a un groupe tcmoin. Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 2 
et montrent que les souris traitees presentent une amplitude de REM superieure a 
celle des controles, demontrant un ralentissement de 1'atteinte fonctionnelle suite au 
5 traitement. 

7 (b) - Administration d'un systeme d'expression produis ant de la NT3 (souris a^ees 
de 3 jours) 

5.10 8 pfu d'adenovirus Ad-NT3 ont ete injectes (veine temporal c) a l'aide de 
microscringuc dans un volume final de 20 jil a des souris FALS (i(>;A agees de 3 jours. 

10 La duree de vie des animaux est indiquee dans les tableaux ci-dessous. 



Animaux traites 



Animal n° 


Aye de deces 


73-1 


161 


73-2 


173 


73-3 


17* 


73-4 


184 


73-5 


186 


73-6 


187 


73-7 


187 


73-8 


101 


73-9 


1<>6 


73-10 


197 


74-1 


162 


74-2 


177 


74-3 


177 


74-4 


17Q 


74-5 


ISO 


74-6 


183 


74-7 


186 


37-1 


162 


37-2 


176 


37-3 


181 


37-4 


189 


3 7-5 


190 


37-6 


1 90 


Movenne 


18K4 


SE1Y1 


2.1 
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Animaux non traites: 





Ana rip rlpp^c 


i - 1 


i 

J 3U 


1 




i i 
1 o 


1 J o 


1 -4 


i r>t> 


1 c 

1 -> 


1 0- 


1 - o 


1 4_ 


! -7 


1 /V 


39- 1 


I 3 ' 


39-2 




3v-3 


1 A. 1 

I o4 




1 A 1 

1 4 / 


39-5 


1 6 1 


43- 1 


1 M> 


43-2 




4^-3 


1 U 


43-4 


1 V3 


43 O 


1 A 1 

1 4 / 


43 -o 


1 a 1 


43- / 


1 Q 1 
1 ' J 


4?- 1 


1 *\A 
I 3*-+ 


43 


1 7J. 




1 7Q 


4S_4 




4^-5 


1 57 


4^-6 


1 88 


45-7 


1 7 x 


45-8 


182 


5 C >- 1 


1 50 


sg_2 


186 


5^-3 


171 


5Q_4 


172 


34- 1 


172 


34-2 


189 


34-3 


170 


34-4 


191 


34-5 


195 


34-6 


174 


34-7 


147 


34-8 


150 


34-9 


151 


34-10 


165 


34-1 1 


165 


34-12 


155 


34-13 


148 


Movenne 


165.3 


SEM 


2.3 
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Les resultats montrent une augmentation de 16.1 jours de la duree de vie 
moyenne entre les animaux ayant etc traites par l'Ad-NT3 par voie mtraveineuse et 
les animaux non-traites. 

S. Administration d'un svsteme d'express i on nroduisant une combinaison 
5 CNTF - NT3 

109 pfu de chacun des adenovirus Ad-CNTF et Ad-NT3 ont ete injectes (veine 
caudale) a l'aide de microseringue dans un volume final de 200 ul a 4 animaux ages 
de 99 jours. Au cours du temps, les performances electromyographiques des animaux 
sont suivies et companies a un groupe temoin. La duree de vie moyenne est 
10 egalement enregistree. 

Q. Administration d'un svsteme d'expre ssion produisant une combinaison 
BDNF - NT3 

109 pfu de chacun des adenovirus Ad- BDNF et Ad-NT3 ont ete injectes (veine 
caudale) a l'aide de microseringue dans un volume final de 200 ul a 4 animaux ages 
1 5 de 99 jours. Au cours du temps, les performances electromyographiques des animaux 
sont suivies et comparees a un groupe temoin. La duree de vie moyenne est 
egalement enregistree. 

10. Administration d'un svsteme d'expression p rnrinisant le BDNF 

10 9 pfu d'adenovirus Ad-BDNF ont ete injectes (veine caudale) a l'aide dc 
20 microseringue dans un volume final de 200 ul a 4 animaux ages de 99 jours. Au 
cours du temps, les performances electromyographiques des animaux sont suivies et 
comparees a un groupe temoin. La duree de vie moyenne est egalement enregistree. 
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REVINDICATIONS 



1. Utilisation d'un systemc d'expression de facteurs neurotrophique* pour la 
preparation d'unc composition pharmaceutique destinec au traitemcnt dc la SLA par 
administration systemique. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que le systeme d'expression 
comprend une cassette d'expression composee d'un acide nucleique codant pour un 
facteur neurotrophique sous le controle d'un promoteur transcriptionnel. 

3. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que le systeme d'expression 
comprend deux cassettes d'expression composecs chacune d'un acide nucleique 

10 codant chacun pour un facteur neurotrophique different, sous le controle d'un 
promoteur transcriptionnel. 

4. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que le systeme d'expression 
comprend une cassette d'expression composee de deux acides nucleiques codant pour 
un facteur neurotrophique different, sous lc controle d'un promoteur transcriptionnel 

1 5 unique (unite bicistronique). 

5. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le facteur neurotrophique 
est choisi parmi le GDNF, le CNTF, le BDNF et le NT3. 

6. Utilisation selon la revendication 3 ou 4 caracterisee en ce que chaque acide 
nucleique code pour un facteur neurotrophique different choisi parmi le GDNF, le 

20 CNTF, le BDNF et le NT3. 

7. Utilisation selon la revendication 6 caracterisee en ce que le systemc d'expression 
comprend un acide nucleique codant pour le CNTF et un acide nucleique codant pour 



le GDNF. 



8. Utilisation selon l'une des revendications 2 a 4 caracterisee en ce que les cassettes 
25 d'expression font partie d'un vecteur. 
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9. Utilisation scion la revindication 8 caracterisee en cc que lcs cassettes d'expression 
font partie d'un vectcur plasmidique. 

10. Utilisation selon la revindication 8 caracterisee en ce que les cassettes 
d'expression font partie d'un vecteur viral. 

5 11. Utilisation selon la revindication 10 caracterisee en ce que le vecteur viral est un 
vecteur adenoviral. 

12. Utilisation selon Tune des revindications precedentes caracterisee en ce que 
promoteur est un promoteur constitutif eucaryote ou viral. 

13. Utilisation selon Tune des revindications precedentes caracterisee en ce que 
10 l'administration systemique est une administration intraveineuse 

14. Composition pharmaceutiquc destinee au traitement des maladies degeneratives 
des motoneurones comprenant un systeme permettant I'expression de deux facieurs 
neurotrophiques. 

15. Composition selon la revindication 14 caracterisee en ce que ledit systeme 
1 5 comprend deux vecteur dc transfer! de gene portant chacun un acide nucleique codant 

pour un facteur neurotrophique different. 

16. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que ledit systeme 
comprend un vecteur de transfer! de gene portant une cassette permettant I'expression 
concomittante de deux facteurs neurotrophiques differents. 

20 17. Composition selon la revendication 15 ou 16 caracterisee en ce que les vecteurs 
sont des vecteurs viraux. 

18. Composition selon la revindication 17 caracterisee en ce que les vecteurs sont 
des adenovirus. 

19. Composition selon la revindication 15 ou 16 caracterisee en ce que ies vecteurs 
25 sont des vecteurs plasmidiques. 
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20. Composition scion la revendication 14 caracterisee en ce que les facteurs 
neurotrophiques sont choisi parmi le GDNF le BDNF, le CNTF ct la NT3. 

21. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'elle conticnt deux 
adenovirus recombinants defectifs Tun portant un acide nucleique codant pour le 

5 CNTF et I'autre pour le GDNF. 

22. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'elle conticnt deux 
adenovirus recombinants defectifs Tun portant un acide nucleique codant pour le 
GDNF et l'autrc pour la NT3. 

23. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'elle conticnt deux 
10 adenovirus recombinants defectifs Tun portant un acide nucleique codant pour le 

BDNF ct I'autre pour la NT3. 

24. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce qu'elle est injectee par 
voie intra-vcineuse. 

25. Composition pharmaceutique comprenant un systeme d'expression de facteurs 
15 neurotrophiques et du riluzole, pour une administration simultanee ou espacee dans le 

temps. 
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